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(57) Abstract 



The invention relates to a novel pharmacological application of a pharmaceutical composition exhibiting regulating activity of 
the expression of adhesion molecules integrins, selectins and immunoglobulins and its application as anti-inflammatory agent. Said 
pharmaceutical composition contains Anapsos, a water-soluble extract and a lipo-soluble extract of the rhizomes of Polypodium leucotomos 
as active substance in addition to acceptable excipients. 



(57) Resumen 



Una nueva aplicacion farmacoI6gica de una composicion farmaceutica con actividad reguladora de la expresi6n de las molt^culas de 
adhesi6n, integrinas, selectinas e inmunoglobulinas y su aplicaci6n como agente antiinflamatorio. Esta composicion farmac6utica contiene 
como principio activo el Anap.sos un extracto hidrosoluble y un extracio liposoluble de los rizomas de Polypodium leucotomos, junto a 
excipietites aceptables. 
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TITULO DE LA INVENICI6n 

Una composicion farmaceutica con actividad reguladora de la expresibn de las moleculas 
de adhesion. 

CAMPO TECNICQ DE LA INVENCI6N 

La presente invencion describe un nuevo uso farmacologico del Anapsos, un extracto 
natural del Polypodium Leucotomos compuesto por 118 miligramos de extracto hidrosoluble y 2 
mg de fracclon liposoluble. 

La presente Invencion describe la accion del Anapsos en la regulacion de ia expresibn de 
las moleculas de adhesion, reduciendo la expresibn de la cadena alfa de la integrina p-2 (CD1 la y 
CD11b) , la cadena beta de la integrina (3-2 (CD18), el marcador CD54 de la superfamilia de las 
inmunoglobulinas, reduciendo la expresibn espontanea de los antigenos de diferenciacibn CDIIb 
y CD-62L tras la estimulacibn de celulas tumorales mieloides HL60 y 937 y normalizando las 
alteraciones del fenotipo inmunblbgico asi como su utilizacibn en cualquiera de las 
enfermedades en las que un exceso de inflamacibn sea responsable de los sintomas y signos 
derivados de la lesibn celular y tisutar que acontece en dichas patologias. 
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pciTAPn DE LA TECNICA ANTERIOR A U INVENClPN 

El sistema inmune es el responsable de ia proteccibn en los animates de los invasores 
extranos, tales como bacterias y virus. La capacidad del sistema inmune para efectuar su funcion 
depende en gran medida de la presencia y funcion de los leucocitos. 

La capacidad de ios leucocitos para proteger a animales o humanos se ha encontrado 
que requiere la adhesion de las celulas del sistema inmune a los sustratos celulares o 
extracelulares. Por ejempio, los leucocitos deben ser capaces de unirse a las celulas endoteliales 
y asi poder migrar desde el torrente sanguineo al nucleo inflamatorio. Ademas, los leucocitos 
deben unirse a los antigenos para que la respuesta inmune pueda ocurrir, de la misma manera 
deben unirse a celulas dianas para que la lisis de las celulas infectadas por virus o tumores pueda 
ocurrir. De la misma manera, los leucocitos pueden ser capaces de unirse a varias proteinas 
activadas (ic3b) para efectuarse correctamente la fagocitosis y actividad antimicrobiana. La 
adhesion de los leucocitos esta involucrada en la inhibicion del sistema de defensa. Por lo tanto el 
proceso de adhesion esta involuaado en la lucha contra la infeccion o la supresion de la 
capacidad o rechazar los tejidos transplantados. 

Para que las celulas del sistema inmune puedan realizar eficazmente su funcion requieren 
mantener contactos con otras celulas o con la matriz extracelular, reconociendo la situacion de su 
entorno. Por ello los leucocitos no solo poseen en su superficie receptores especificos y que 
pueden activarse de forma especifica en respuesta a determinados estimulos, sino que tambien 
express una serie de moleculas que se engloban bajo la denominacion de moleculas de adhesion. 
Estas moleculas leucocitarias van a actuar como receptores de ligandos que estan ubicados en 
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5 otras c6lulas, actuando en este caso como contrarreceptores de secuencias de aminoacidos 
presentes en diferentes proteinas de la matriz celular, como el colageno, la fibronectina, la 
laminina y otras. Las moleculas de adhesion ademas de pernnitir o favorecer la union celula-celula 
0 celula-matriz extracelular, colaboran en la activacion celular enviando senaies coactivadoras al 
interior de la celula. 

0 

La migracion de leucocitos a los tejidos, tiene lugar a traves de una serie de interacciones 
moleculares, entre las cuales las moleculas de adhesion juegan un papel fundamental, segun su 
estructura las moleculas de adhesion pueden clasificarse en 3 grandes categorias: 



1 5 - Las selectinas 

Las que pertenecen a la famiiia de las integrinas 

Las que pertenecen a la superfamiiia de las inmunoglobulinas 



La primera etapa en el fenomeno inflamatorio es el rodamiento de los leucocitos sobre la 
20 pared endotelial, que da lugar a la marginacion de los mismos. Este proceso inicial de 
marginacion, esta mediado por la interaccion entre determinadas selectinas de endotelio 
(selectina E y P) y su contra- receptor en el leucocito (sLex) y entre la selectina L del leucocito y 
determinadas adhesiones del endotelio. A su vez, se induce la expresion de las moleculas de 
adhesion junto a la liberacion de las citocinas proinfiamatorias. A continuacion, una senal de 
25 activacion induce un cambio confomiacional en los dominios extracelulares de las integrinas 
leucocitorias, dando lugar a una adhesion mas firme, mediada por interacciones entre 
determinadas integrinas y sus ligandos (LFA-I/ICAM-I , VLA-4A/CAM-1). Como consecuencia de 
la adhesion leucocito/endotelio. se detiene el rodamiento de los leucocitos y se produce la 
extravasacion y salida de los leucocitos desde el torrente sanguineo al foco inflamatorio, por 
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quimiotaxis. Las integrinas pues, son moleculas responsables de diferentes procesos de 
adhesion, mediando la adhesion definitiva al endotelio. la extravasacion y la migracion hacia ios 
focos inflamatorios, asi como la activacion de las ceiuias T autorreactivas para atravesar la 
barrera hematoenfefalica (BHT). 



10 Las cadenas alfa y beta de la integrina p-2 (GDI 1a, CD11b, GDI 8) estan ampliamente 

extendidas en todos Ios tejidos por lo que una disminucion de su expresion conlleva un efecto 
antiinflamatorio en estos tejidos. La molecula de adhesion GD54 perteneciente a la superfamilia 
de las inmunoglobulinas se encuentra del mismo modo ampliamente distribuida por diversos 
tejidos tales como endotelio. leucocitos etc. 

15 

En pacientes con esclerosis multple se ha observado un aumento de la poblacion 
linfocitaria CD44CD29+GD45RA. asi Ios iiitimos datos de la literatura sobre celulas naive y de 
memoria, apoyan un papel fundamental de las celulas "CD44CD29-K:D45RA-^evertant" como las 
autenticas celulas de memoria, con vida media mas larga que las CD45RO+ y capaces una vez 
20 sensibilizadas de permanecer anos en el organismo 



La inflamacion, si bien suele ser un proceso fisiologico, cuando es llevado a un extremo 
^jede convertirse en algo patologico. Esto es lo que ocurre por ejempio en la mayor parte de Ios 
procesos autoimunes (sistemicas u organoespecificas), enfermedades inflamatorias cronicas e 
25 infecciosas cuyos sintomas vienen marcados por una inflamacion exagerada que es respcnsable 
del dano originado a organos y tejidos. Asi cualquier farmaco que sea capaz de regular la 
expresion de moleculas de adhesion en Ios procesos en Ios que habitualmente hay un aumento 
de expresion de las mismas, puede ser util en el tratamiento de estos, sea cual sea su 
etiopatogenia: trastornos neurodegeneratives (esclerosis multiple, Alzheimer), enfermedades del 
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tejido conectivo (lupus eritematoso sistemico, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide), 
enfermedad de Behget. etc.). iniciando la respuesta inmune y activando la extravacion y 
migracion de los leucocitos a! foco inflamatorio o su uso como coadyuvante junto a otros agentes 
antiinflamatorios, inmunosupresor es y/o inmunomoduladores. Adennas un farmaco capaz de 
regular ia expresion de las moteculas de adhesion hace que el sistema inmune efectue su funcibn. 

La accion antiinflamatoria debido a reduccion de la expresion de las moleculas de 
adhesion se ejerce de forma independiente a la inhibicion-estimulacion de las citocinas 
inflamatorias y al efecto estimulante sobre la inmunidad celular (incremento de la citocinas TH1- 
like e incremento de linfocitos T CD8+y celulas NK). 

Los extractos del genero de las Polipodaceas han sido utilizados tradicionalmente en 
Centre America en la medicina popular atribuyendoles diferentes actividades tales como: actividad 
antiinflamatoria, Boletfn de ia Sociedad Qui'mica del Peru pag. 91 (1988); prevencion de 
tumores malignos, Nature 214: 1256-1258 (1967). Se han descrito efectos clinicos en 
enfermedades relacionadas con los deficit inmunologicos, tales como dermatitis atopica; 
Dermatologica 1 73: 1 54-1 56 (1 986); dermatitis atopica, Allergology et Inmunopathology 1 5: 
185-189 (1987); International Journal of Dermatology ^3: 276-282 (1974); Planta Medica 58: 
306-310 (1992) y vitiligo, International Journal of Dermatology 28: 479 (1989). En estas 
publicaciones se ha encontrado que los extractos de Polypodium leucotomos han tenido accion en 
la hiperqueratosis, paraquerotosis, mitosis epidermica y lesiones de la epidermis. 

Los extractos de estos helechos han tenido capacidad inmunomoduladora en pacientes 
con dermatitis atopica, con una normalizacidn de la relacion CD4-fyCD8+ despues de tratamiento 
de extracto de Polypodium leucotomos (Anapsos®), Dermatologica 173: 154-56 (1986); Annals 



w o 00/43023 



PCT/ESOO/00026 



5 /nmu/og/e 134: 393-400 (1983). Annals of Psychiatry 3: 329-341 (1992) describen que el 
AnapsosS mejora el aprendizaje, disminuye los niveles de citocinas IL-1p-2 y IL-2 en la corteza 
frontoparietal, disrrinuye la lL-ip en el hipocampo, Br. J. Clin. Pharmacol 43: 85-89 (1997) 
describe el efecto inmunomodulador in vitro del extracto polar del Polypodium leucotomos 
(Anapsos®) sobre las citocinas lL-ip-IL-2-lL-10-INF-y lo cual podria tener un efecto pleiotropico 

1 0 en las diferentes poblaciones del sistema inmune. 

Respecto a la literatura de patentes se han recuperado los documentos que a 
continuacion se referencian. 



15 



La solicitud de patente europea EP-0503.208 describe un procedimiento para la obtencibn 
de un extracto hidrosoluble por extraccion de las hojas y/o rizomas de diversos helechos. Este 
documento especifica que dichos extractos presentan actividad inmunolbgica y asi son de utilidad 
en las enfermedades con una depresion del sistema inmune generalmente con un deficit de 
linfocitos T supresores y con efectos beneficiosos en las enfermedades autoinmunes e infecciones 
20 virales y su utilizacion en patologias tales como: Arfritis reumatoide, lupus eritematoso. sindrome 
de Sjogren, esclerosis multiple, hepatitis B, sindrome de Di George, anemia autohemolitica, 
dermatitis atopica, psoriasis, enfermedad de Basedow, enfermedad de Chron, mistenia, vitiligo, 
herpes zoster etc., aumentandose los linfocitos T supresores. 



25 La patente espanola ES-2.088.770 nos ensenan una composicion farmaceutica basada 

en una fraccion hidrosoluble y una fraccion liposoluble de las hojas y/o los rizomas de diversos 
helechos con efectos beneficiosos en las disfunciones cognitivas, y/o neuroinmunes, 
especialmente en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer. 
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La patente US-5.614.197 describe la utilizacion de los extractos de Polypodium como 
agentes fotoprotectores y antioxidants. La patente espanola ES-470.204 se refiere a la obtencion 
de terpenos naturales con activldad antipsoriatica obtenidos por la extraccion de los rizomas y 
hojas de diversos helechos. La patente espanola ES-490.293 se refiere a un medicamento con 
efectos antiinflamatorios en problemas patologicos que afecten al aparato osteolocomotor del 
organismo humano, especialmente las artritis, a partir de extractos de helechos de la familia 
Polypodacea utilizando tanto sus hojas como sus rizomas. 

La patente US-3.839.553 usa los extractos de Polypodium como acondicionadores 
capilares. La patente francesa FR-2.395.266 esta reiacionada con la obtencion de una a-d-gluco- 
octano-delta-tactona-eno-diol y su sal calcica a partir de los helechos de Polypodium, teniendo 
activldad como agente inmunosupresor y antiviral en mamiferos. 

La solicitud de patente con niimero de publicacion WO-97/40838 detalla la utilizacion de 
un sulfolipido en el tratamiento de los trastornos inflamatorios de la piel, especialmente en la 
psoriasis mediante la inhibicion del factor de agregacion plaquetaria siendo obtenido el 
sulfolipido a partir de las hojas por extraccion con metanol. 

Los extractos de Polypodium descritos en el Estado de la tecnica son extractos 
hidrosolubles o hidrofilicos los cuales pueden obtenerse por extraccion con disolventes polares 
seguidos de diferentes pasos de purificacion como purificacion por resinas intercambiadoras de 
lones, adsorcion sobre carbon active y posterior evaporacion del disolvente o liofilizacion. Asi 
mismo las fracciones llpidicas o liposolubles se pueden obtener por extraccion con disolventes 
apolares tales como hexano, clorofomio, eter, obteniendose los diferentes triterpernos presentes 
en las hojas y/o rizomas. La composicibn farmaceutica de esta invencion contiene como principio 
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5 active el extracto de Poiypodium, Anapsos, siendo esta composicion farmaceutica la descrita en la 
patente espanola ES-2.088.770. compuesta por una fraccibn hidrosoluble y una fraccion 
liposoluble y vehiculos farmaceuticos aceptables, conteniendo cada dosis unitaria 120 mg de 
extracto que corresponde a 118 mg de fraccion hidrosoluble. equivalente a 60 mg de extracto 
alcoholico y 2 mg de fraccion liposoluble. 



Los excipientes utilizados son de uso habitual en la industria farmaceutica, siendo en esta 
preparacion lactose, aimidon, estearato de magnesio y dioxide de silicio, pudiendose emplear 
otros excipientes y en otras proporcicnes. 



rizomas y hojas de los helechos Poiypodium aureum, Poiypodium leucotomos, Poiypodium 
vulgare. Poiypodium trisereiale, Reridium aquilinum, Drypteris crassirhizoma y Cyathe 
taiwamiana; caracterizandose dicha fraccion hidrosoluble por la presencta de acido quinico, 
acido malico, acido lactico, acido citrico, ^icido fumarico y por la ausencia de cualquier sulfolipido. 
20 La fraccion liposoluble esta caracterizada por la presencia de Neohop-13(18)-eno, Fern-9-(1 1 )-eno 
y Hop-(22)-29-eno identificados mediante espectrometria de masas. 

En los documentos que componen el Estado de la Tecnica se describen distintas 
actividades, a veces de una forma empirica sin detallar el mecanismo, de los extractos polares y 
25 apolares de los rizomas y/o hojas de los helechos pertenecientes a la familia de las Polipodaceas. 



10 



15 



El extracto hidrosoluble se obtiene por maceracion en agua durante 24-48 horas de los 



Las acciones farmacologicas se podrian resumir en: 
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5 - Actvidad inmunomoduladora en las enfermedades con deficit de linfocitos T, supresores. 

infecciosas y autoinmunes. mostrando los extractos efecto pleiotropico sobre las distintas 
poblaciones de citocinas. 

- Actividad colagenopoyetica y aplicacion en psoriasis, dermatitis atopica. 

- Actividad antiinflamatoria del aparato osteolocomotor, principalmente la artritis. 

10 - Actividad antiinflamatoria caracterizada por la inhibicion del factor de agregacion 

plaquetaria. 



En ningun documento recuperado se ha demostrado la accion de los extractos de los 
diferentes helechos sobre la regulacion de las moleculas de adhesion, que son las responsables 
15 del innicio de las respuesta inmune, ni sobre las poblaciones linfocitarias CD4-M3D29-+CD45RA+ 
que se hayan aumentadas en los pacientes multiples. 



OBJETIVO DE LA INVENCI6N 



20 La presente invencion desarrolla una nueva aplicacion terapeutica del Anapsos basada 

en la regulacion de los distintos mediadores celulares. La regulacion de la expresion de las 
moleculas de adhesion (la disminucion de expresion de las cadenas de integrinas , de la 
superfamilia de las inmunoglobulinas y de las selectinas) y la normalizacion de la poblacion 
linfocitaria CD4+CD29-k:;D45 RA+ hace del Anapsos un farmaco adecuado por cualquier 

25 enfermedad es inflamatorias autoinmunes sistemicas y/o organoespecificas. 
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5 DESCRIPCI6N DETALLADA DE LA INVENCI6N. 



El Anapsos (118 miligramos de extracto hidrosoluble y 2 miligramos de la fraccion 
liposoluble de Polypodium) ha mostrado un efecto regulador sobre la expresion de las moleculas 
de adhesion, en las celulas mononucleares, de sangre periferica de humanos sanos, tanto in vivo 
10 como in vitro. El Anapsos ha demostrado una capacidad similar a la azatioprina para revertir a 
normalidad la poblacion linfocitaria CD4-K:D29+CD45RA+ que se halla aumentada en los 
pacientes con esclerosis multiple observandose una estabilizacion de los pacientes. 

A dosis entre 0 - 5000 pg/ml de Anapsos y utilizando diferentes dosis de 
1 5 fitohemaglutinina. el Anapsos es capaz de inhibir el aumento de la expresion de las moleculas de 
adhesion (CD54 y CD11b) inducido por la fitohematoglutinina en estudios realizados sobre celulas 
mononucleares de sangre periferica en humanos, siendo los resultados mas significativos a dosis 
de 150 pg/ml de Anapsos y 10 pg/ ml de fitohemaglutinina, 

20 La estimulacion de celulas de las lineas tumorales mieloides HL-60 y U-937 con 

lipopolisacaridos bacterianas (LPS), mostro una disminucion de los antigenos de diferenciacion de 
CD11b y CD62-L tras la administracion de Anapsos a las 24 horas y 48 horas volviendose a los 
valores iniciales, antes de la estimulacion. 

25 Tras la administracion de 720 miligramos de extracto por dia durante 11 dias en 

humanos, el Anapsos disminuyo el porcentaje de las poblaciones linfoides CD11a, CD11b y 
CD54. El extracto por tanto inhibe la expresion de determinadas moleculas de adhesion de las 
inmunoglobulinas (CD 54). 
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Asi, aparte de la accion estimulante sobre la Inmunidad celular ejercida por las citocinas y 
su accion inmunomoduiadora descritas por el Estado de la Tecnica, el Anapsos posee una fuerte 
capacidad antiinflamatoria, similar a la fenilbutazona, utilizada como control en estudios de 
actividad antiinflamatoria en ratones, no estando relacionados directamente la regulacion de las 
moleculas de adhesion con sus efectos antiinflamatorios. 

En estudios clinicos realizados en humanos la composicibn farmaceutica a base de 
extractos hidrosolubles y liposolubles de Polypodium ha mostrado ser eficaz en algunas 
enfermedades en las que existe un proceso inflamatorio por ejempio esclerosis multiple, 
prostatitis, faringitis, teniendo estas enfermedades una etiopatogenia diferente entre si. 

La invencion se describe ahora por medio de los ejemplos siguientes, no siendo limitativos 
del alcance de la invencibn.EjempIo 1. - Estudio de la capacidad antiinflamatoria 

Material.- 

Ratas WISTAR hembras de 1 50 ± 1 5 g 

Pletismometro LETICA 

Balanza METTLER AJ 1 00 

Balanza COBOS D 600 

Fenilbutazona 

DIFCO 

CMC y Tween 80 
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5 Metodo.- 

Se ha llevado a cabo un estudio de la actividad antiinflamatoria. en fase aguda y cronica 
siguiendo el metodo descrito por Mizushima en ratas. El farmaco de referencia (fenilbutazona. 
dosis de 80 mg/Kg) y los productos probiema (a dosis equivalentes a 1 ,25 g de extracto por Kg de 
peso de animal) son disueltos en una solucion al 1% de CMC (carboximetilcelulosa) en agua 
1 0 destilada (p/v) y Tween 80: agua destilada (0,2: 3,3 - v/v), para su administracion por via oral. 

Seis dias despues de la inoculacion, por via intradermica de 0,1 mL del adyuvante 
completo de Freund (DIFCO) en la parte basal de la cola, se inyectan 0,1 nnL de una suspension 
de carragenina tipo IV al 2% (p/v) en ta aponeurosis plantar de la pata posterior izquierda. 

15 

El volumen de la pata del animal se realiza inmediatamente antes de la inyeccion de 
carragenina (volumen basal) y posteriomiente a las 3, 5 y 7 horas (fase aguda de la infiamacion) y 
a las 24, 48, 72 y 96 horas (fase cronica de la infiamacion), mediante un pletismometro de agua. 

20 Los productos en estudio, la fenilbutazona y el vehiculo se administran, por via oral, a 

lotes de 6 animates, 1 hora antes de la inyeccion de carregenina y a las 24, 48 y 72 horas. 

Resultados.- 

El porcentaje de inhibicion de la infiamacion se calcula comparando el incremento de 
25 volumen de la pata del animal con respecto a su volumen basal, para cada grupo de animates en 
relacion con el grupo control, al que se ha administrado el vehiculo de la fenilbutazona y los 
productos en estudio. La significacion estadistica es evaluada mediante el test de la T de Student, 
los resultados obtenidos se detallan a continuacion. 
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5 



% inhibiciOn de la inflamacion 




3h 


5h 


7h 


24 h 


48 h 


72 h 


96 h 


Control 
















Fenilbutazona 


41% 


27% 


21% 


36% 


60% 


56% 


40% 


Anapsos 


29% 


35% 


41% 


43% 


50% 


54% 


48% 



Los resultados muestran que el extracto de Polypodium manifiesta una actividad 
inhibitoria del proceso de inflamacion, superando al control en la fase aguda de inflamacion y 
1 0 teniendo una actividad similar a la fenilbutazona en la fase aguda. 

Ejempio 2. - Estudios cimicos sobre la respuesta del Anapsos en diferentes patologias: 

- Esclerosis multiple: En un estudio realizado en pacientes con esclerosis multiple, a lo largo de 
15 un ano de tratamiento con 720 mg de extracto/dia, resulto util para corregir las alteraciones del 

fenotipo inmunologico mas caracteristico de esta enfermedad, coincidiendo a la vez con una 
estabilizacion clinica de los pacientes y regulandose la poblacion linfocitaria 
CD4-fCD29<:D45RA+ 

- Prostatitis. Tras tres dias de tratamiento con dosis de 240 mg de extracto, 60 minutos antes de 
20 las comidas pnncipales, se obsen/a una mejoria en tos pacientes desapareciendo todos ios 

sintomas. 

- Faringitis. Con dosis de 120 mg de extracto muestra efectos favorables en los problemas 
faringeos, especialmente en faringitis en periodo subagudo. 
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5 Ejempio 3. - Estudio in vitro de las moleculas de adhesion en celuias mononucleares en 
sangre periferica. PBMNc 



Se extrajo sangre periferica de 10 individuos sanos y se separaron las celuias 
mononucleares mediante centrifugacion por gradientes de densidad con Fycoll-Hypaque. Las 

1 0 celuias se cultivaron en placas microtiter de fondo piano, a razon de 1 millon/ml durante 48 horas 
en estufa de CO2. con fitohemaglutinina (PHA) a las concentraciones de 0, 0.5, 2, 5 y 10 |jg/ml y 
lo con Anapsos concentraciones entre 0 y 5000 pg/ ml. Finalizado el cultivo, los linfocitos se 
analizaron por citometria de flujo; se estudio la expresibn de determinadas moleculas de 
adhesion (CD11a, GDI lb, CD18, CD54) para las diferentes condiciones de estimulacion. En 

15 paralelo con el cultivo anterior, se realize un cultivo de 5 dias de duracion y en las mismas 
condiciones de estimulacion . Dieciseis horas antes de finalizar el cultivo, se anadio timidina 
tiritada. Terminado el cultivo se lavaron las celuias con el Harvester y se les incorporb el liquido 
de centelleo. La incorporacion celular de timidina tritiada se vaioro mediante un contador R. 
Durante el cultivo, se fotografiaron las celuias mediante un microscopic invertido. Los resultados 

20 se muestran a continuacion. 
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Expresibn in vitro de distintas moleculas de adhesion en celulas mononucleares en 
sangre periferica. 



N=10 CDIIa CD11b CD18 CD54 

PHA1 0 22% 35% 27% 9% 

ANP150 15% 14% 19% 0% 

PHA+ANP 16% 23% 25% 3% 

CONTROL 1 7% 20% 20% 2% 



Ejempio 4.- Expresion in vivo de las moleculas de adhesion en celulas mononucleares en 
sangre periferica. PBMNc. 

Un total de 10 personas voluntarias sanas tomaron durante 11 dias consecutivos 720 
mg/dia de Anapsos. A todos ellos se les extrajo periferica el dia anterior de comenzar la 
medicacion, al dia siguiente del inicio, a! cuarto dia y tras la ultima toma. Se separaron las celulas 
mononucleares mediante centrifugacion por gradientes de densidad con Fycoll-Hypaque, y se 
analizaron distintas poblaciones linfoides de acuerdo con ia expresion o no de los siguientes 
marcadores de diferenciacion GD1 1 a y CD1 1 b. Los resultados son los siguientes: 

Expresion in vivo de las moleculas de adhesion en celulas mononucleares en sangre 
periferica. PBMNc. 



N=10 


PRE 


24H 


72H 


96H 


RETIRADA 


CD11b 


13% 


4% 


2% 


1% 


12% 


CD11a 


14% 


6% 


3% 


1% 


15% 
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5 REMNDICACIONES 

1 . - Utilizacion del Anapsos, un extracto natural aisiado de los rizomas de Polypodium, compuesto 
por una fraccion hidrosoluble y una fraccion liposoluble junto a un vehiculo farmaceutico aceptable 
para la fabricacion de una composicion farmaceutica reguladora de la expresibn de las moleculas 

1 0 de adhesion. 

2. - Utilizacion de una composicion farmaceutica segiin la reivindicacion 1 donde la reguiacion de 
la expresion de las moleculas de adhesion esta caracterizada por la reduccion de la expresibn de 
las cadenas alfa de la integrina p-2 y/o las cadenas beta de la integrina p-2. 

15 

3. - Utilizacion de una composicion farmaceutica segun la reivindicacion 1 donde la reguiacion de 
la expresion de la molecula de adhesion esta caracterizada por la reduccion de la expresion del 
CD54. 

20 4.- Utilizacion de una composicion farmaceutica segun la reivindicacion 1 donde la expresion de 
las moleculas de adhesion esta caracterizada por la disminucion en los antigenos de 
diferenciacion CD1 1 b y/o CD62L. 

5.- Utilizacion de la composicion famiaceutica segun la reivindicacion 1 como agente 
antiinflamatorio y inmunodulador caracterizado por su capacidad reductora de la expresion de las 
25 moleculas de adhesion. 



6.- Utilizacion del Anapsos, un extracto natural aisiado de los rizomas de Polypodium compuesto 
por una fraccion hidrosoluble y una fraccion liposoluble junto a un vehiculo farmaceuticamente 
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5 aceptable para la fabricacion de una composicion farmaceutica para normatizar las poblaciones 
linfocitarias CD4-K:D29+CD45RA+en las patologias con dicha poblacion aumentada. 



7.- Utilizacion de la composicion farmaceutica segun la reivindicacion 6 donde la patologia es la 
esclerosis multiple. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/ES 00/00026 



A CLASSIFICATION OF SUBJEC1 MATTER 

IPC 7 : A61K 35/78 

According to Inlemauonal Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B FIELDS SEARCHED 



Minimum documcniaiion searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 : A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included m the fields searched 



Elecuonic data base consulted during the mtemauonal search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

CIBEPAT, EPODOC. WPI, PAJ, CAPLUS, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, NAPRALERT 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Calepon* 



Citation of document, with indication, where appropnate. of the relevant passage.s 



Relevant to claim No 



BERND, A. et al. In vitro studies on the Imiinomodulating effects of 
Polypodium leucotomos extract on human leucocyte fractions. 
Arzneiminel-Forshung, 1995. Vol. 45, n° 8, pages 901-904 

wo 9807432 Al (AMERICAN HOME PRODUCTS 
CORPORATION) 26 February 1998 ( 26.02.98), page 2, 
lines 19-26, page 3, lines 5-8 

SEMPERE, J.M. et al. EflFcct of Anapsos (Polypodium leucotomos 
extract) on in vitro production of cytokines. Br. J. Clin. Phaimacol., 
1997. Vol. 43, n" 1, pages 85-89 

EP 0503208 Al (MARACUYAMA INTERNATIONAL, S.A.) 
16 September 1992 (16.09.92), page 1 



1,5,6 
1.2,5,7 
1,5 
5,6 



I X I Further documents are listed m the conunuation of Box C. [X [ See patent family annex. 



Special caiegones of cited documents: 

document defining the general stale of the art which is not considered 
to be ol particular relevance 

earlier document but published on or alter the iniemalional filing dale 

document which mav throw doubts on pnontv claim(s) or which is 
cited lo establish the publication dale of another citation or other 
special reason (as specilied) 

document retemng to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

document puhUshed prior to the intemational filing date but later than 
the pnontv date claimed 



*T" later document published after the imematiunaJ fiUng dale or priority 
date and not m conllict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlymg the invention 

"X'" document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered lo involve an inventne 
step when the document is taken alone 

"V" document of particular relevance; the claimed invention cannot he 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled m the art 

document member of the same patent family 



Dale of the actual compieiion of the international search 

12 April 2000 (12.04.00) 


Date of mailing of the international search report 

19 April 2000 (19.04.00) 


Name and mailing address ol~ the ISA/ 

S.P.T.O 

Facsimile No 


Authonzed ofTicer 

! 

Telephone No. j 



homi PCT/1SA^2U) (second sheet) (July 1992j 



internationIk search report 



IniemaUonal application No 

PCT/ES 00/00026 



C rContinuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* CitaUon of document. ^Mth indication, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to claim Nc 



A RAYWARD J. et al. An extract of the fern Polypodium leucotomos inhibits 

' human peripheral blood mononuclear cells proliferation m vitro. Int. J. 
Immunopharmacoi, 1997. VoL 19, n° 1, pages 9-14 



5,6 



Form PCT/lSA/210 (continuauon of second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Informalion on patent family members 



International Application No 

PCT/ES 00/00026 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent familiy 
member(s) 



Publication 
date 



EP 0503208 Al 



16.09.1992 



NONE 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Solicitud mtemacionai n° 
PCT/ ES 00/00026 



A. CLASIFJCACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD 
CIP' A61K 35/78 

De acuerdo con la Clasificacion Iiitemacional de Patentes (CIP) o segim la clasificacion nacional v la CIP. 



B. SECTORES COMPRENDIDOS FOR LA BUSQUEDA 



Documentacion minima consultada (sistema de clasificacion, seguido de los simbolos de clasificacion) 
CIP' A61K 



Otra documeniacion consultada, ademas de la documentacion minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los 
sectores comprendidos por la biisqueda 



Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda intemacional (nombre de la base de datos y, si es posible, termmos de 
busqueda utilizados) 

CIBEPAT, EPODOC, WPI, PAJ, CAPLUS, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, NAPRALERT 



C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES 



Categoria"* 



Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes 



Relevante para las 
reivmdicaciones n° 



BERND, A. et aL In vitro studies on the Imunomodulating effects of 
Polypodium leucotomos extract on human leucocyte fractions. 
Armemiittel-Forshung, 1995. Vol. 45, n° 8, paginas 901-904 

WO 9807432 Al (AMERICAN HOME PRODUCTS 
CORPORATION) 26.02.1998. Pagina 2, lineas 19-26, pagina 3, 
linea 5-8 

SEMPERE, J.M. et ai. Effect of Anapsos (Polypodium leucotomos 
extract) on in vitro production of cytolcines. Br. J, Clin. Pharmacol., 
1997. Vol. 43, rf 1, paginas 85-89 

EP 0503208 Al (MARACUYAMA INTERNATIONAL, S.A ) 
16.09.1992, pagina 1 



1,5,6 
1,2,5,7 
1,5 
5,6 



^ En la continuacion del recuadro C se relacionan otros documentos ^Los documentos de familia de 



patentes se indican en el 



* Categorias especiales de documentos citados: 

"A** documento que define el eslado general de la tecnica no considerado 
como particuiarmente relevante. 

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de 
presentacion intemacional o en fecha posterior. 

"L" documento que puede plantear dudas sobre una rcivindicacion de 
prioridad o que se cita para deierminar la fecha de publicacion de otra 
cita o por una razon especial (como la indicada), 

"O" documemo que se refiere a una divulgacion oral, a una utilizacion, a 
una cxposicion o a cuatquier oiro medio. 

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacion mtemacionai 
pero con posterioridad a la fecha de priondad reivindicada. 



"T' documento ulterior pubhcado con posteriori dad a la fecha de presentacion 
intemacional o de pnondad que no pertenece al estado de la tecnica pertinente 
pero que se cita por permitir la comprension del prmcipio o teoria que 
constituye la base de la invencion. 

"X"* documento particuiarmente relevante; la invencion reivindicada no puede 
considerarse nueva o que imphque una aciividad inventiva por referencia al 
document© aisladamente considerado. 

"Y" documento particuiarmente relevante; la invencion reivindicada no puede 
considerarse que implique una actividad inventiva cuando el documento se 
asocia a otro u otros documentos de la misma naturaleza^ cuya combinacion 
resulla evidente para un cxpeno en ia materia. 

'^&" documento que forma parte de la misma familia de patentes. 



Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda 
mtemacionai. 12 abril 2000 (12,04.2000) 



Fec±ja de expedicion del infoime deghnsQueda intemacional 



Nombre y direccion postal de la Adnunistracion encargada 
de la busqueda intemacional O.E.P.M. 
C/Panama U 28071 Madnd, Espana. 
n° de fax +34 91 3495304 



Funcionario autonzado 

ASHA SUKHWANI 

n'* de teldfono + 34 1 3495473 



Fomiulano PCT/ISA/2I0 (segunda hoja) (julio 1998) 



INFORME DE BUSQ^A INTERNACIONAL 



SoUcitut. .emacional n" 
PCT/ ESOO/00026 



DOCL'MENTOS CONSIDERADOS RELEVAN 



Categona * 


Documentos cilados, con uidicacion, si precede, de las panes relevanles 


Relevante para las 
reivindiciiciones n° 


A ] 
1 

1 


R.AYWARD J etal. An extract of the fern Polypodium leucotomos inhibits 
r£nan penpheral blood mononuclear cells proliferation in vitro. Int J. 
[mmunopharmacol. 1997. Vol. 19, n° 1, paginas 9-14 


5,6 



Fomulano PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (juUo 1998) 











INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

Informacion relativa a miembros de familias de patentes 


Solicitud intcmacional n° 
PCT/ ES 00/00026 


Documento de patente citado 
en el informe de busqueda 


Fecha de 
publicacion 


Miembro(s) de la 
familia de patentes 


Fecha de 
publicacion 


EP 0503208 Al 


16.09.1992 


NINGUNO 













FonnuJano PCT/ISA/210 (anexo-familias de patentes) (juiio 1 998) 



4 



